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Jackelyn E Borja, Amparo I Zavaleta, Víctor Izaguirre
Laboratorio de Biología Molecular de la Facultad de Farmacia y Bioquímica. Universidad Nacional Mayor de San Marcos. 
Lima, Perú
RESUMEN
El objetivo de este estudio fue caracterizar bacterias halotolerantes productoras de hidrolasas de interés biotecnológico 
aisladas de aguas termales de Tarapoto. Para ello, se recolectaron muestras de agua y se sembraron en agar tripticasa de 
soya conteniendo cloruro de sodio 5% a 37 °C por 24 h. Se seleccionaron 14 bacterias por presentar colonias de diferente 
tamaño, color y consistencia, luego se determinaron sus características morfológicas, fisiológicas y capacidad hidrolítica a 
tween 80, almidón, gelatina, carboximetilcelulosa y lactosa. Los 14 aislados se agruparon según el perfil de hidrólisis de los 
sustratos antes descritos en los siguientes grupos: I (almidón), II (lactosa), III (tween 80 y gelatina), IV (tween 80 y almidón), 
V (almidón, gelatina y lactosa), VI (tween 80, almidón y gelatina) correspondiendo en número de bacterias a 1, 1, 1, 5, 1, 5; 
respectivamente. El 86% (12/14) de los aislados hidrolizó más de dos sustratos, pero ninguno carboximetilcelulosa; el 93% 
(13/14) fueron bacilos, crecieron optimamente entre 30 y 40 °C a pH entre 5,0 y 8,0, todos formaron colonias de consistencia 
gomosa. Las características culturales de los aislados y los perfiles de hidrólisis indican que al menos existen 6 especies o 
cepas bacterianas productoras de enzimas hidrolíticas con gran potencial industrial.
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SUMMARY
The aim of this study was to characterize halotolerant bacteria producing hydrolases of biotechnological interest 
isolated from hot springs from Tarapoto. For that, water samples were collected and plated on trypticase soy agar containing 
5% sodium chloride at 37 °C for 24 h. 14 aerobic bacterial isolates were selected to show colonies of different size, colour 
and consistency, then morphological and physiological properties and hydrolytic capacity to tween 80, starch, gelatin, 
carboximetilcellulose, lactose were determined. The 14 isolates were grouped according to substrate hydrolyzation profiles 
in groups: I (starch), II (lactose), III (Tween 80 and gelatin) , IV (tween 80 and starch ), V (starch, gelatin, lactose), VI (tween 
80, starch and gelatin) corresponding in number of bacteria 1; 1; 1; 5; 1,5; respectively. 86% (12/14) of isolates hydrolyzed more 
than one substrate, but none carboxymethylcellulose, 93% (13/14) were bacilli, grew optimally between 30 and 40 °C at pH 
between 5 and 8, all formed colonies of rubbery consistency. The cultural characteristics of the isolates and the hydrolyzed 
substrate profiles indicate that there are at least 6 species or bacterial strains producing hydrolytic ezymes of great industrial 
potential.
Keywords: halotolerant bacteria, hot spring, hydrolytic enzymes, Tarapoto.
INTRODUCCIÓN 
L
os hábitats extremos son fuentes de 
microorganismos con características 
especiales en la producción de metabolitos 
y enzimas. En los últimos años, el interés por el 
estudio de sus enzimas se ha incrementado debido a 
sus propiedades catalíticas en condiciones exigentes 
y por su potencial aplicación en la elaboración de 
productos alimenticios y dietéticos, biosíntesis de 
nuevos productos, formulación de detergentes, así 
como síntesis de fármacos enantioméricamente puros, 
biodegradación de residuos tóxicos y contaminantes 
industriales, entre otros (1-4). 
Las aguas termales son ambientes extremos, 
ya que tienen altas temperaturas y elevadas 
concentraciones iónicas, condiciones desfavorables 
para la vida de muchos seres. Sin embargo, se ha 
descrito que este nicho ecológico contiene una 
microbiota autóctona dependiente de las propiedades 
fisicoquímicas del agua (5, 6). Además, en base a sus 
requerimientos nutricionales predominan diversas 
bacterias heterótrofas y oligotróficas, tales como: 
Pseudomonas, Bacillus, Staphylococcus, Enterobacter, 
Acinetobacter con escasa demanda de carbono y 
nitrógeno. La mayoría de estas bacterias son aerobias 
o anaerobias facultativas, de tamaño pequeño, 
móviles y con pigmentos. Generalmente, las bacterias 
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heterótrofas no suelen fermentar los azúcares pero 
son proteolíticas, amilolíticas y en menor número 
celulolíticas (7).
Actualmente, las industrias requieren procesos 
tecnológicos eficientes y limpios que soporten 
temperaturas y pH extremos, es por ello que, el 
aislamiento de nuevos microorganismos de estos 
ambientes o sus enzimas constituye una alternativa 
para la obtención de bacterias con características 
particulares para atender la creciente demanda del 
mercado biotecnológico (8, 9). 
Es así que el objetivo de este estudio fue aislar 
y caracterizar bacterias productoras de enzimas 
hidrolíticas extracelulares a partir de aguas termales 
de Tarapoto, ciudad tropical ubicada al nororiente del 
Perú aproximadamente a 300 msnm.
MATERIALES Y MÉTODOS 
Aislamiento de microorganismos. Se recolectaron 
10 muestras de aguas termales de Tarapoto, se 
transportaron al laboratorio y se guardaron en 
refrigeración. Con las muestras se realizaron 
diluciones seriadas al décimo desde 10-2 hasta 10-12, 
utilizando como diluyente cloruro de sodio 5%. Luego, 
se sembraron alícuotas de 0,1 mL de las diluciones 
en agar tripticasa de soya conteniendo cloruro de 
sodio 5% a 37°C durante 24 horas. Los aislados fueron 
seleccionados según tamaño, color y consistencia de 
las colonias. Para la determinación del tipo de pared 
celular y forma bacteriana se utilizaron cultivos frescos 
de 14 h.
Pruebas fisiológicas. Los aislados se inocularon en 
caldo tripticasa de soya conteniendo cloruro de sodio 0, 
5, 10, 15 y 20%. Luego, los cultivos bacterianos 
se incubaron a 37°C por 24 h, la densidad 
celular se determinó por espectrofotometría 
a 600 ηm. Para determinar el pH óptimo 
de crecimiento se utilizó el caldo tripticasa 
de soya cuyo pH fue ajustado a 6,0; 7,0 
y 8,0 con NaOH 1N o HCl 1N. Del mismo 
modo, se determinó la temperatura óptima 
cultivándolos a 20, 30, 37, 40 y 50°C.
Actividad hidrolítica a diversos 
sustratos
Almidón. Se utilizó agar almidón (DIFCO), 
las placas se incubaron a 37°C durante 72 
horas. Luego, se añadieron 10 mL de lugol 
sobre cada placa, considerándose reacción 
positiva cuando se observó la formación de 
halos claros alrededor de las colonias productoras de 
amilasas.
Tween 80. Los aislados se sembraron en agar extracto 
de levadura 0,2% conteniendo tween 80 al 1%. Las 
placas se incubaron a 37 °C durante 72 horas, la 
hidrólisis se determinó según lo descrito por Sánchez-
Porro y col (10).
Gelatina. Los aislados se sembraron en agar gelatina 5% 
y se incubaron a 37 °C por 48 horas. Luego, los cultivos 
se colocaron a 4 °C por 20 minutos. La actividad 
proteolítica se evidenció por licuefacción del medio a 
temperatura ambiente. 
Lactosa. Se centrifugó 0,2 mL de cada cultivo bacteriano 
de 18 horas, las células se resuspendieron en 0,2 mL 
de buffer fosfato salino conteniendo orto-nitrofenil-
galactopiranósido y se incubó a 37 °C durante 24 horas, 
la coloración amarilla indicó reacción positiva.
Carboximetilcelulosa. Las bacterias se cultivaron en agar 
tripticasa de soya conteniendo carboximetilcelulosa 
1%, se incubaron a 37 °C por 72 horas. Luego se le 
adicionaron 4 mL de rojo de Congo 0,5%; la actividad 
celulolítica se evidencio por la presencia de halos claros 
alrededor de la colonia.
RESULTADOS 
Se aislaron 14 bacterias halotolerantes con 
características diferentes en la formación de colonias 
en lo referente a consistencia, color y tamaño. Todos las 
colonias presentaron consistencia gomosa (figura 1), 
de color crema, a excepción de los aislados TL16 y TJB 
que fueron de color blanco y naranja, respectivamente. 
Mediante tinción Gram y microscopía óptica se 
determinó que el 79% (11/14) de los aislados fueron 
Figura 1. Colonia del aislado TL8  crecido en agar tripticasa de soya.
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bacilos Gram negativos, siendo los aislados TL2, TL11, 
TM1 bacilos Gram positivos y TJB cocos Gram negativos 
(tabla 1). 
Los aislados bacterianos crecieron en medios de 
cultivo conteniendo cloruro de sodio entre 0,9 y 10,0%; 
el 21% (3/14) toleró hasta 5% de sal; sin embargo, 
el aislado TJB creció hasta 10%. El 86% (12/14) de 
bacterias crecieron óptimamente a 37ºC, a excepción 
de los aislados TJ9 y TL16 que crecieron a 30 y 40 
°C, respectivamente. El 50% (7/14) de las bacterias 
crecieron a pH 6,0; el aislado TM5 a pH 8,0; el 93% 
(13/14) de los microrganismos son móviles a excepción 
de TL1; el 79% (11/14) de las bacterias crecieron en agar 
Mac Conkey (tabla 1).
Con respecto a la capacidad hidrolítica de las 
bacterias halotolerantes, éstas degradan de uno a tres 
sustratos generando perfiles de hidrólisis diferentes 
denominados grupos. Así, los grupos y sustratos son: 
I (almidón), II (lactosa), III (tween 80 y gelatina), IV 
(tween 80 y almidón), V(almidón, gelatina y lactosa), 
VI (tween 80, almidón y gelatina), cada grupo 
contiene, en número  1, 1, 1, 5, 1 y 5 cepas bacterianas, 
respectivamente; el 86% (12/14) de bacterias hidrolizan 
de 2 a 3 sustratos; el almidón, tween 80 y gelatina son 
hidrolizados por el 86, 79 y 43% de las bacterias (figura 
2). El almidón y la lactosa son hidrolizados por los 
aislados TL1 y TL8 (tabla 2).
DISCUSIÓN 
En aguas termales existen diversos 
microorganismos que dependen de las características 
fisicoquímicas del agua, suelo, clima y región 
geográfica (7). Los microorganismos aislados crecieron 
en un rango de salinidad entre 0,9 a 10,0%, de 30 a 40°C 
y a pH entre 5,0 a 8,0; en base a ello, y desde un punto 
de vista fisiológico se puede inferir que las bacterias 
aisladas son halotolerantes (9). 
En la producción a gran escala de enzimas y 
metabolitos, la halotolerancia es una característica 
fisiológica importante en un proceso fermentativo 
industrial dado que permite disminuir la contaminación 
microbiana. 
El predominio de bacterias Gram negativas en 
aguas termales es común, la mayoría de especies 
descritas son bacilos móviles (6). Así, el 93 y 79% de 
las bacterias aisladas de los ambientes termales de 
Tarapoto son móviles y bacilos Gram negativos. Esta 
última característica se evidenció por el crecimiento 
bacteriano en el medio Mac Conkey, el cual permite 
el aislamiento de bacilos Gram negativos de fácil Ta
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quienes aislaron de aguas tropicales 
56 y 36% de microorganismos 
con actividad amilolítica y 
proteolítica, respectivamente. En su 
mayoría, los miembros del género 
Pseudoalteromonas, presentaron 
actividades de amilasa y proteasa (14, 15). 
El 79% de bacterias degradan 
Tween 80, la hidrólisis de este sustrato 
indica actividad esterásica. Al respecto, 
las esterasas producidas por bacterias 
halotolerantes son candidatas idóneas, 
por su termoestabilidad y actividad en 
solventes orgánicos, para la biosíntesis 
de nuevos compuestos en procesos 
industriales eficientes (16-18).
La capacidad de hidrólisis y la frecuencia de uso 
de un sustrato u otro dependen de la procedencia del 
agua y de sus propiedades fisicoquímicas tales como 
temperatura, pH, sales minerales, nutrientes (4-7). Así, 
sólo una bacteria degradó almidón y otra lactosa, de 
ello se puede inferir que la mayoría de microorganismos 
aislados pertenecen a especies o cepas nuevas.
Al respecto, Margesin (3) y Galinski (1) han 
descrito que los perfiles hidrolíticos de las bacterias 
halotolerantes son variados y disímiles entre sí; es por 
ello que existen al menos 6 perfiles hidrolíticos en los 
microorganismos aislados, característica de gran interés 
en procesos industriales, dado que se pueden utilizar 
diferentes fuentes de carbono para su cultivo (1,3). 
Entre las 14 bacterias halotolerantes procedentes 
de aguas termales de Tarapoto existen al menos seis 
especies o cepas según las características bacteriológicas 
y el análisis de los perfiles de hidrólisis de sustratos 
comunes. Las bacterias aisladas constituyen fuentes 
nativas potenciales para la degradación y la síntesis de 
nuevos compuestos en un contexto ambiental limpio 
y sostenible.
CONCLUSIÓN
De las aguas termales de Tarapoto se aislaron 14 
bacterias  halotolerantes de aguas termales, la mayoría 
son Gram negativas, móviles, gomosas, crecen a 
37 °C, pH 6,0 y producen estearasas y amilasas que 
hidrolizan tween 80 y almidón, respectivamente; 
ninguna degrada carboximetilcelulosa.
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